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細胞培養:死後 2 4 時間以内に摘出された眼球より網膜を採取し， 0.1 労 trypsin ， 0.2% hy-
aluronidase , 4~ぢ chicken serum を加えた calcium magnesium-free phosphate buffer 
液にて 3 7 度 4 5 分処理をした。その後，培養液 (4 0 ~ぢ Dulbecco's modified Eagle's medium , 
4 0 ~ぢ Ham's F-12medium , 20~ぢ fe t al bo vi ne s e rum )中で機械的に網膜を細切し， 35 
mm petri di s h で， 3 7 度， 3 ~ぢ C02培養器で培養した。実験には 3""""5 継代の細胞を使用した。
貧食能の測定:貧食物質としてfIuore sc e ntc arboxyl mi c rosphere s (直径1.7 5}tm) とヒト
網膜の細切物を使用し fこ。乙れらを 35mm petri dish の単層培養細胞上に加え， 2 4 時間培養後，
洗浄し透過型電子顕微鏡の試料とした。一方，貧食能の定量には flow cytometry を使用した。
fluorescent carboxyl microspheres を種々の濃度で 3 5 run pe t ri di s h の単層培養細胞上に
加え，一定時間培養後十分洗浄し， trypsi n 処理をして浮遊細胞としfIow cytometry の試料とした。
免疫組織化学: human glial fibrillary acidic protein (GFAP) と人網膜MuIler 細胞に
対する monoclonal 抗体を用いて avidin-biotin-peroxidase complex 法を行った。
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結果〕
本実験で培養された細胞は免疫組織化学iとより GF AP陽性およびMu1 Ier 車問包に対する mono
CI onal 抗体に陽性で，網膜グリア細胞のひとつで、あるMuII er 細胞と同定された。ヒト網膜細切物と培
養網膜グリア細胞を 24 時間培養後，電子顕微鏡花て観察すると，細胞質中に多数の網膜分解産物が貧食
されていた。生物学的物質に加えて， medi um中に加えられたfluoresc ent carboxyl microspheres 
も網膜グリア細胞の細胞質中に多数貧食されていた。この結果，培養ヒト網膜グリア細胞に貧食能が存在
することが明らかとなった。
fl ow c ytometry による貧食能定量の結果，貧食細胞の割合ははじめの 6 時間で急、速に増加し，その
後 1 8 時間まで徐々に増加した。 2 4時聞から 48 時間の闘では貧食細胞の割合はほとんと:変化しなかっ
た。一方，細胞 1個あたりの蛍光量(細胞質内に貧食された fluorescent microsphere 数の指標)
も同様の時間銘邑を示した。また，培養液中に加える fluorescent microsphere 数を増やすと貧食
細胞の割合も細胞 1個あたりの蛍光量もともに増加した。
種々の細胞において細胞外液中の calcium ion が貧食に影響を及ぼす乙とが報告されているが，ヒ
ト網膜グリア細胞でも細胞外液中の calci um 濃度を1. 2mMから O.2mM&ζ減じると貧食細胞の割合も
細胞当たりの蛍光量もともに減少した。また， calcium channel blocker の nifedipine を 1 OjlM 
培養液に加えると，貧食細胞の割合も細胞当たりの蛍光量もともに減少した。また，細胞内 cyc1 i c 
AMPを増加させると網膜色素上皮細胞などで貧食能が低下することが知られているが， lmMの 8-
bromo-cyclic AMP を添加することにより細胞内 cyclic AMPを増加させると網膜グリア細胞に
おいても貧食細胞の割合が減少し細胞→固当たりの蛍光量も減少しむ一方， 10nMの 1 ， 2 5 ー










著者はまず、 eye bank eye から網膜を採取し，培養を開始した。そして，乙の培養細胞に対して，免
疫組織化学的手法を用いて，網膜グリア細胞の一つで、あるMulIe r細胞と同定している。つぎ化，乙の培
? ?唱i唱i
養ヒト :\Iuller 細胞に貧食能があるかどうかを電子顕微鏡を用いて調べている。その結果， latex beads 
だけでなく生物学的物質である網膜の分解物も貧食されることが明らかとなった。貧食能の定量iとf1 0w
c:n ometry を使用し，細胞外液中の Ca イオンを下げると貧食能が低下することを明らかにした。また，
c alc i um c hanne 1 bl oc ke r の一つである nifedi pi ne が貧食能を低下させ， M?l er 細胞による貧
食に calcium channel が関与している乙とも明らかにしている。さらに，貧食能を増強させるものと
して vitaminD3 を発見している。
以上の研郊吉果は，ヒト網膜グリア細胞による貧食を研究する培養系を確立したもので，且つ，種々の
物質がこの貧食能を調節していることを明らかとしたものであり，学位授与に値するものである。
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